マウス皮膚創傷治癒過程におけるNatural Killer T細胞の役割に関する研究 by 丹野  寛大
マウス皮膚創傷治癒過程におけるNatural Killer T
細胞の役割に関する研究





































Ⅰ. 要約    ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 3 
Ⅱ. 研究背景  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 5 
Ⅲ. 研究目的  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 7 
Ⅳ. 研究方法  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 8 
Ⅴ. 研究結果  ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 15 
Ⅵ. 考察    ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 20 
Ⅶ. 結論    ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 29 
Ⅷ. 謝辞    ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 30 
Ⅸ. 文献      ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 31 
















invariant Natural Killer T (iNKT) 細胞については、ほとんど検証されてこなかった。
iNKT 細胞は T 細胞と NK 細胞の特性を併せもつ自然免疫リンパ球であり、皮膚疾患
を含む様々な疾患の制御に深く関わり、活性化すると速やかに大量の IFN-γ、IL-4 を
産生することが報告されている。   
本研究では、マウス創傷モデルを用いて創傷治癒過程における iNKT 細胞の役割に
注目し解析を行った。 





濃度を ELISA 法により測定した。Jα18KO マウスに WT もしくは IFN-γKO マウス由
来の iNKT 細胞を約 20%含む細胞集団である肝臓単核細胞 (LMNC) を細胞移入し、




Real-time PCR で解析した。細胞内 IFN-γ 産生の解析にはフローサイトメトリーを用い
た。また、iNKT 細胞の特異的活性化剤である α- galactosylceramide (α-GalCer) 投与に
よる創傷治癒への影響を検討した。 
【結 果】iNKT 細胞を欠損した Jα18KO マウスでは、WT マウスと比較して、創閉鎖
率、肉芽組織の厚さ、再上皮化率が有意に低下した。コラーゲン合成、α-SMA 陽性細
胞数、CD31 陽性細胞数、創部破断強度も同様に Jα18KO マウスで低下した。さらに、
TGF-β1、VEGF 産生も WT マウスに比べ、Jα18KO マウスで有意に低下した。Jα18KO
マウスにおける創傷治癒過程の遅延は、WT マウス由来の LMNC 移入により完全に回
復したが、Jα18KO、IFN-γKOマウス由来の LMNC移入では回復しなかった。創部 IFN-γ
発現は Jα18KO マウスにおいて創作成 6、12、24 時間で低下、創作成 3 日目では増加
した。Jα18KO マウスでの創作成 3 日目における IFN-γ 産生細胞は好中球であった。
α-GalCer 投与により、WT マウスでは、創閉鎖率、コラーゲン合成の促進を認めたが、















至る。それぞれの過程で IL-1β (interleukin-1β ; インターロイキン 1β)、IL-6、TNF-α 
(tumor necrosis factor-α ; 腫瘍壊死因子 α)、TGF-β (transforming growth factor-β ; トラン
スフォーミング成長因子 β)、EGF (epidermal growth factor ; 上皮成長因子)、PDGF 
(platelet-derived growth factor ; 血小板由来増殖因子)、VEGF (vascular endothelial growth 









パ球には T 細胞、B 細胞の他に NK (Natural Killer ; ナチュラルキラー) 細胞、ナチュ
ラルキラーT (NKT) 細胞、γδT 細胞など自然免疫リンパ球の存在が知られている。創
傷治癒過程におけるリンパ球の役割として CD4、CD8 陽性 T 細胞はサイトカイン産
生、白血球集積に関与するが創傷治癒には影響を与えないこと 13)、B 細胞は表皮化や




(interferon-γ ; インターフェロン γ) 産生を介して創傷治癒を制御すること 15)が報告さ
れている。特に、γδT 細胞の役割については多数報告されており、γδT 細胞が様々な
サイトカインを産生し、表皮化を促進することで創傷治癒に重要な役割を担うことが
明らかとなっている 16-20)。一方、NKT 細胞に関しては、NKT 細胞が創傷治癒を遅延
させることが、2011 年に Schneider らにより報告された 21), 22)。 
自然免疫リンパ球である NKT 細胞は、T 細胞と NK 細胞の特性を併せ持つユニー
クな細胞であり、マウス NKT 細胞の中で最も主要なサブセットである invariant (i) 
NKT 細胞は Vα14-Jα18 によって構成される α 鎖と Vβ8.2、Vβ7、あるいは Vβ2 によっ
て構成される β 鎖によって構成される抗原受容体を持つ。iNKT 細胞は樹状細胞など
の抗原提示細胞に発現している CD1d に結合した糖脂質抗原を認識し、活性化する。
特に海綿から発見された糖脂質である α-GalCer (α-galactosylcelamide ; α-ガラクトシル




前述の通り、Schneiderらは、BALB/c由来の iNKT細胞欠損 (Jα18KO) マウスやNKT
細胞欠損 (CD1dKO) マウスを用い、これらのマウスでは、創傷治癒が促進すること
を報告している 21), 22)。しかし、iNKT 細胞が産生する IFN-γ、IL-4 の影響や α-GalCer
による iNKT 細胞活性化の影響について検討しておらず、iNKT 細胞がどのようなメ
カニズムで創傷治癒過程に関与するのかは明らかでない。本研究と Schneider らの研





































ノール (Wako Pure Chemical、Osaka、Japan) を加えた。本研究のすべての実験は、「国
立大学法人東北大学動物実験に関する規定」に準じ、東北大学環境安全委員会動物実




マウスは 70 mg/kg のペントバルビタール (Abbott Laboratory、North Chicago、IL、
USA) を腹腔内投与し麻酔した上で、背側の体毛を除毛し、皮膚を完全に露出させ、
70%エタノールで消毒後、皮膚生検用 3 mm パンチ (Biopsy Punch, Kai Industries Co., 
Ltd., Gifu, Japan) とハサミを用いて、マウス 1 匹につき 6 つの皮筋に達する全層欠損
創をそれぞれ 5 mm 以上の間隔を保ち作成した。ポリウレタンフィルム (Tegaderm 




Iwatsuki, Tokyo, Japan) で閉鎖環境においた。組織を採取するときは、マウスを犠牲死
させた後、皮膚生検用 8 mm パンチで創部を含めて採取した。  
 
3. 試薬の投与 
α-GalCer (Funakoshi、Tokyo、Japan) は、DMSO (dimethyl sulfoxide ; ジメチルスルホ
キシド) に溶解して 5 mg/mL とし、マウス投与時には 0.2%DMSO in PBS となるよう
に PBS で希釈して使用した。創作成 1 日前に、創作成 5 日目に観察する場合には 3
日目にもマウスに腹腔内投与した (2 μg/mouse)。対照群には溶媒の 0.2%DMSO を含





スを犠牲死させた後、再度創を撮影した。撮影した画像は、画像解析ソフト Axio vision 




マウス 1 匹当たり 6 個の創を作成し、創作成前、創作成後 6、12 時間、1、3 日後に
8 mm の皮膚生検用パンチで摘出した創 6 個中の白血球を分離した。各群 5 匹のマウ




France) と 1 mg/ mL dispase (Roche Diagonists、Tokyo、Japan)を加えた RPMI1640 培養
液 (Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA) と 4 °C で 16 時間インキュベートした。16
時間後、10 mM HEPES (Sigma-Aldrich)と 10%FCS、1 mg/mL collagenase (Sigma-Aldrich)
と1 mg/ mL hyaluronidase (Sigma-Aldrich) と1 mg/ml DNase I (Roche Diagonists) を加え
た RPMI1640 培養液とともに、37 °C で 2 時間震盪した。 ホモジネート中の皮膚組織
片を 70 µm のナイロンメッシュ (BD Bioscience、Franklin lakes、NJ、USA) を通過さ
せて除去した後、遠心し、1%FCS を加えた RPMI1640 で 3 回洗浄した。 
  
6. フローサイトメトリー 
皮膚から回収した白血球の Fcγ 受容体 (FcγR)をブロックする目的で、事前に
1%FCS・0.1%アジ化ナトリウム添加 PBS 中の細胞を抗 FcγRⅡ・FcγRⅢモノクローナ
ル抗体 (mAb) (clone 2.4G2) と氷上で 15 分間インキュベートした。2.4G2 抗体は、ハ
イブリドーマ細胞の培養上清から protein G column kit (Kirkegaard & Perry Laboratories、
Gaithersburg、MD、USA) を用いて精製した。その後、PE 標識抗 NK1.1 抗体 (clone 
PK136: eBioscience、San Diego、CA、USA) と APC 標識抗 CD3 抗体 (clone 145-2C11: 
Biolegend、San Diego、CA、USA)、eFluor ® 450 標識抗 CD45 抗体 (clone 30-F11; 
eBioscience) で染色した。また、好中球の解析には PE 標識抗 CD11b 抗体 (clone M1/70; 
Biolegend) と FITC 標識抗 Gr-1 抗体 (clone RB6-8C5; Biolegend)で染色した。細胞内
IFN-γ の染色は以下の方法にて行った。細胞表面を染色した後に染色用緩衝液を用い
て 2 回洗浄した。続いて、cytofix/cytoperm (BD Biosciences) を加えて培養した後、BD 




Biolegend) またはアイソタイプコントロールラット IgG を用いて染色した。染色した
細胞は、FACS Canto II (BD Bioscience) にて解析を行った。 
白血球は CD45 陽性細胞で同定し、NK1.1 陽性 CD3 陰性細胞を NK 細胞、NK1.1 陽
性 CD3 陽性細胞を NKT 細胞、NK1.1 陰性 CD3 陽性細胞を T 細胞、Gr-1 陽性 CD11b
強陽性細胞を好中球として解析した。 
 
7. LMNC の採取・投与 
LMNC の採取および投与は先行研究を参考にし行った 31), 32)。犠牲死させた WT マ
ウス、Jα18KO マウス、IFN-γKO マウスから肝臓を摘出し、200 μm ステンレスメッ
シュ上で 2%FCS (BioWest) /5 mM HEPES (Sigma-Aldrich) 添加 RPMI1640 
(Sigma-Aldrich) メディウムを加えながらホモジネートし、得られた細胞溶液を
35%Percoll (Pfizer，Inc.，Täby，Sweden) を用いた比重遠心法 (2,000 回転/分、15 分、
20 °C) により分離し、沈殿した LMNCを回収した。 回収した LMNCを 10%FCS/RPMI
で洗浄し、1×106 /マウス/100 μL となるように PBS で調整し、経静脈的にマウスに移
入した。 
 
8. RNA 抽出と定量リアルタイム PCR 
総 RNA は Isogen (Wako Pure Chemical) を用いて創部皮膚組織全体より抽出し、
PrimeScript® 1st strand cDNA Synthesis Kit (Takara Bio Inc.、Shiga、Japan) により一本鎖
cDNA を合成した。定量リアルタイム PCR は遺伝子特異的プライマーおよび FastStart 




の量に調製し、LightCycler® Nano System (Roche Applied Science) で測定した。使用し
たプライマー配列は COL1A1、Forward: 5’-AAG ACA AGG CAG CGG TGG AA-3’、
Reverse: 5’-GCA GGG GAC AGG AAA TAG TT-3’、IFN-γ、Forward: 5’-ACT GCC ACG 
GCA CAG TCA TT-3’、Reverse: 5’- TCA CCA TCC TTT TGC CAG TTC CT-3’、IL-4、
Forward: 5’-ACG AGG TCA CAG GAG AAG GGA-3、Reverse: 5’- TTG GAA GCC CTA 
CAG ACG AGC-3、HPRT (hypoxanthine phosphoribosyl transferase;ヒポキサンチンホス
ホリボシルトランスフェラーゼ)、Forward: 5’-GCT TCC TCC TCA GAC CGC TT -3、






創摘出後、創を 2 mL の 6N 塩酸とホモジネートし、120 °C で 21 時間インキュベ
ートし、回収した。 回収後、サンプルを水酸化ナトリウムで中和した。スタンダー
ドには、L-ハイドロキシプロリン (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を 100 μg/mL に調整
し、2 倍ずつ段階希釈し、最低濃度を 0.4 μg /mL まで作成した。スタンダードと、中
和したサンプルに 1 mL の 0.05 M クロラミン T (Nacalai Tesque) を加え、室温で 20 分
間静置。3.15 M 過塩素酸 (Nacalai Tesque) を 1 mL 加え攪拌後、5 分間室温で静置し




20 分間 60 °C でインキュベートし、Smart SpecTM3000 (Bio-Rad、Hercules、CA、USA) 
を用い吸光度 557 nm で測定した。 
10. 病理組織学的解析 
マウス1匹あたり6個の創を作成し、創部皮膚組織は8 mmの皮膚生検用のパンチ 
(Biopsy Punch, Kai Industries Co., Ltd.,) で摘出し、頭尾側方向に半切した後、4%パラホ
ルムアルデヒド・リン酸緩衝液で24時間固定し、パラフィンに包埋した。半切した面
から厚さ3 μmの切片を作成し、HE (Hematoxyline-Eosin ; ヘマトキシリン・エオジン) 
染色を施した。  
免疫組織化学染色には、非特異的反応除去のため正常血清ヒストファインブロッキ
ング試薬10%ウサギ正常血清 (Nichirei Bioscience、Tokyo、Japan) を反応させた後、
各々別の切片を、抗CD31抗体 (Santa Cruz Biotechnology、Santa Cruz、CA、USA) 、
抗α-SMA (α-smooth muscle actin) 抗体 (clone 1A4: DAKO、Tokyo、Japan) によって反
応させた。 対照の一次抗体としてコントロールIgG (IgG Dako Cytomation Negative 
Control Mouse IgG2a、DAKO) を用いた。  
HE染色標本を用い、もとの創端部から上皮の伸展した距離を測定し、再上皮化率
を算出、また肉芽組織の厚さを測定した。400倍の対物レンズ (Olympus BH-2, Olympus 
Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) を用い、α-SMA、CD31陽性細胞数をカウントした。抗
α-SMA染色標本では標本中の筋線維芽細胞を、抗CD31染色標本は創端部、創床部の







 WT マウスと Jα18KO マウスの創作成 7、10 日目の創部を 15 番のサージカルブレー
ド (Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan) を用い、創の中心から 5 mm の場所か
ら短冊状に摘出した (図 1B)。創部破断強度は IMS-001 (Keisei Medical Industrial Co., 
Ltd., Tokyo, Japan) を用い、クリップで短軸方向を挟み、3 cm/min の速度で創部が破
断するまで引き、創部が破断するのに必要な力 (g) を破断強度とした。 
 
12. サイトカイン測定 
皮膚ホモジネート上清中の TGF-β1 濃度、VEGF 濃度を ELISA キット[eBioscience、
San Diego、CA、USA (TGF-β1)、R&D Minneapolis、MN、USA (VEGF)]を用いて測定
した。測定における検出限界は TGF-β1、VEGF ともに 8 pg/mL であった。 
 
13.  統計解析 
統計解析は JMP® Pro11 ソフトウェア (SAS Institute Japan、Tokyo、Japan)を用いて
行った。全ての数値データは平均 (mean) ± 標準偏差 (SD: standard deviation)で示した。 
2 群間の有意差検定は Welch's t-test を用いて行った。3 群間以上の有意差検定は各実










1. 創部への NKT 細胞の集積および創傷治癒過程における iNKT 細胞の影響 
 皮膚損傷 (創傷作成) により NKT 細胞が創部に集積するか否かを明確にするため、
C57BL/6 (WT マウス) から皮膚白血球を回収し、フローサイトメトリーで解析を行っ
た。正常皮膚組織 (unwounded) と創作成 3日目のドットプロットを図 2Aに示す。NKT
細胞の割合は正常皮膚組織 (unwounded) と比べ、創作成 24 時間、3 日目に有意に増
加した (図 2B)。NKT 細胞数は創作成 6 時間後から徐々に増加し、創作成 3 日目では
創傷を作成しない正常皮膚組織の約 10 倍に増加した (図 2C)。 
次に、iNKT 細胞と創傷治癒との関係について、WT マウスと iNKT 細胞を欠損した
Jα18KO マウスを用い比較検討を行った。WT マウスに比べ、Jα18KO マウスでは創作
成 3、5 日目の創閉鎖率が有意に遅延したが、創作成 7、10 日目では差が認められな
かった (図 3A、B)。 病理組織学的解析により、肉芽組織の厚さ、再上皮化率の検討
を行ったところ、肉芽組織の厚さは創作成 5、7 日目、再上皮化率は創作成 3、5、7
日目で WT マウスと比べ、Jα18KO マウスで有意に低下していた (図 3C、D、E)。以
上の結果より、iNKT 細胞が創傷治癒の促進に関与していることが示された。 
 
2. コラーゲン合成、創収縮、血管新生における iNKT 細胞の影響 
 創傷治癒に対する iNKT 細胞のより詳細な働きを明らかにするため、コラーゲン合
成、創収縮、血管新生に関する解析を行った。肉芽組織形成に必須であり、皮膚組織




(collagen type 1α1;Ⅰ型コラーゲン α1) の mRNA 発現が創作成 3 日目において WT マ
ウスと比べ、Jα18KO マウスで有意に低下していた (図 4A)。さらに、コラーゲン合成
の指標としてコラーゲン特異的に存在するアミノ酸であるハイドロキシプロリンを
測定した。 創部ハイドロキシプロリン量は、WT マウス群と比較し、Jα18KO マウス
において創作成 3、5、7、10 日目で有意に低下していた (図 4B)。創部ハイドロキシ
プロリン量の差と一致して創部の破断強度も創作成 7、10 日目に Jα18KO マウスで有
意な低下を認めた (図 4C)。また、創収縮に重要な筋線維芽細胞のマーカーである
α-SMA の発現および、血管新生の指標として血管内皮細胞のマーカーCD31 発現を免
疫染色法にて評価した。α-SMA 陽性細胞、CD31 陽性細胞ともに、WT マウス群と比
較して、Jα18KO マウスにおいて創作成 3 日目に有意に低下していた (図 4D、E)。  
 
3. TGF-β1および VEGF 産生における iNKT 細胞の影響 
コラーゲン合成、創収縮 (筋線維芽細胞の分化)、血管新生に対する iNKT 細胞の関
与が明らかになったことから、これらを促進するサイトカインである TGF-β1、VEGF
の産生について解析を行った。図 5A に示すとおり、WT マウスでは創作成 3 日目に
かけて TGF-β1 産生が増加したのに対し、Jα18KO マウスでは、ほとんど産生増加が
みられず、創作成 1、2、3 日目に WT マウスと比較し、有意に少ない産生量を示した。








4. Jα18KO マウスに対する LMNC 移入の効果 
次に、皮膚創傷治癒過程における iNKT 細胞の役割をより明確にするため、Jα18KO
マウスに対して iNKT 細胞を約 20%程度含む LMNC を細胞移入し、創作成 3 日目の
創閉鎖率、α-SMA、CD31 発現について解析を行った。その結果、WT マウス由来の
LMNC (iNKT 細胞を含む) を細胞移入された Jα18KO マウス群では創閉鎖率が WT
マウス群並に回復したのに対し、iNKT 細胞を欠損した Jα18KO マウス由来の LMNC 
(iNKT 細胞を含まない) を細胞移入された Jα18KO マウス群では創閉鎖率の回復はみ
られなかった (図 6A)。 また、α-SMA、CD31 陽性細胞数についても同様に、WT マ
ウス由来の LMNC を細胞移入された Jα18KO マウス群で WT マウス群と同程度まで
陽性細胞数が回復したのに対し、Jα18KO マウス由来の LMNC を細胞移入された
Jα18KO マウス群ではそのような効果は得られなかった (図 6B、C)。 
 
5. IFN-γ、IL-4 産生における iNKT 細胞の影響 
次に、創部における IFN-γ、IL-4 産生について検討した。WT マウスでは創作成 12
時間をピークに IFN-γ 発現が増加したのに対し、Jα18KO マウスでは、ほとんど変化
せずに経過していた。ところが、創作成 3 日目において Jα18KO マウスでは劇的に
IFN-γ mRNA 発現の増加を認めた (図 7A)。そこで、創作成 3 日目における Jα18KO マ
ウス皮膚組織中の IFN-γ 産生細胞の解析を行った。IFN-γ 産生細胞は、NK 細胞、T 細






6. 創傷治癒過程における iNKT 細胞由来 IFN-γ の影響 
Jα18KO マウスにおいて早期の IFN-γ 産生が低下していたことから、iNKT 細胞由来
の IFN-γが創傷治癒に与える影響を解析した。Jα18KOマウスにWTマウスと IFN-γKO
マウス由来の LMNC を各々移入したところ、図 7C に示すように Jα18KO マウスで低
下していた創閉鎖率が WT マウス由来の LMNC の移入により回復したのに対し、
IFN-γKO マウス由来の LMNC を移入された Jα18KO マウスではそのような効果は認
められなかった。α-SMA 陽性細胞数及び、CD31 陽性細胞数についても同様の結果で
あった (図 7D、E)。 
 
7. α-GalCer 投与による iNKT 細胞活性化が創傷治癒過程に与える影響 
 iNKT 細胞欠損マウスにおける創傷治癒遅延が示されたことから、次に、iNKT 細胞
を特異的に活性化する α-GalCer 投与が創傷治癒に与える影響について解析を行った。 
創作成前日、α-GalCer をマウス腹腔内に投与することにより、コントロール投与群に
比べ、創作成 3 日目の創閉鎖率が促進した (図 8A)。同様に、創部ハイドロキシプロ
リン量、血管新生の指標である CD31 陽性細胞数も創作成 3 日目にコントロール投与
群と比較し、α-GalCer 投与群で有意な増加を認めた (図 8B、E)。一方、TGF-β1 産生、
α-SMA 陽性細胞数、VEGF 産生は両群間に有意な差は認められなかった (図 8C、D、
F)。 
さらに、α-GalCer 投与による IFN-γ 発現の推移、α-GalCer による治癒促進における




α-GalCer 投与の影響について解析を行った。創部 IFN-γ mRNA 発現は創作成 6、12 時
間後に α-GalCer 投与群で有意に増加した (図 8G)。IFN-γKO マウスでは、α-GalCer 投

























の NKT 細胞の集積を認めた。2) WT マウスと比較し、iNKT 細胞を欠損した Jα18KO
マウスでは創閉鎖率、肉芽組織の厚さ、再上皮化率の低下を認めた。3) 創傷治癒を
評価する指標である創部ハイドロキシプロリン量、COL1A1 mRNA、α-SMA、CD31
発現、創部破断強度が Jα18KO マウスでは有意に低下した。4) コラーゲン合成、創収
縮 (筋線維芽細胞の分化)、血管新生に関与する TGF-β1、VEGF 産生が Jα18KO マウ
スで有意に低下した。5) 創作成後早期の創部 IFN-γ 産生は Jα18KO マウスでは低い産
生量を示したが、創作成 3 日目で急激に増加した。6) Jα18KO マウスにおける創傷治
癒遅延は WT マウス由来の LMNC を Jα18KO マウスに細胞移入することで、完全に
回復したが、Jα18KO、IFN-γKO マウス由来の LMNC では回復しなかった。7) WT マ












害モデルを用いて検証されており、WT マウスと比較し CD1dKO (NKT 細胞欠損) マ




で VEGF 発現が低下し、血管新生が減少することが報告されている 38)。本研究でも同
様に、VEGF 産生、CD31 陽性細胞が Jα18KO マウスで減少していた。しかし、VEGF
産生は創作成 1 日目において Jα18KO マウスで減少しており、創作成 2、3 日目では
有意差は認められなかった。そのため、iNKT 細胞による血管新生の促進は一時的な
ものであり、創作成 3 日目以降は血管新生促進に関与するかは不明である。血管新生
を促進する因子としては、VEGF 以外に TGF-β 39)、HGF (hepatocyte growth factor ; 肝
細胞増殖因子) 40)などの因子も知られており、これらの成長因子によって、血管新生
が促進した可能性も考えられる。また、iNKT 細胞が直接 VEGF を産生するかは不明











α-SMA、CD31 陽性細胞数の低下が回復した。一方、iNKT 細胞を欠損した Jα18KO マ
ウス由来の LMNC 移入ではその回復効果は得られなかった。このことから、iNKT 細
胞が創閉鎖、筋線維芽細胞分化、血管新生に関与することがより明確に示されたと考
える。本研究では LMNC の移入により、iNKT 細胞が Jα18KO マウスの創部に集積す
るか、創部で IFN-γ を産生するか否か検討していないため、移入された iNKT 細胞が
どの臓器に定着したか明らかでない。しかし、2011 年に Wong らは脳梗塞後に肝 iNKT
細胞が IL-10 を産生し、免疫抑制に関与することを報告していることから 41)、移入さ




さらに、本研究では、iNKT 細胞が産生するサイトカインである IFN-γ に注目し解
析を行った。創傷治癒過程において IFN-γ の役割は、プラスとマイナスの両面が報告
されている。TNF-α と IFN-γ で刺激した単球/マクロファージを創部に投与することに
より、糖尿病ラットでの創傷治癒遅延の回復、単球/マクロファージからの VEGF 産
生と貪食能が増強することが報告されている 42)。一方、Ishida らは IFN-γ が TGF-β 産
生を抑制し、創傷治癒の遅延に働くことを報告している 43)。本研究では、受傷後早期
の IFN-γ 発現が WT マウスに比べ、Jα18KO マウスで有意に低下し、iNKT 細胞が早期
に IFN-γ を産生し、創傷治癒促進に関与している可能性を示した。この知見と一致し





能を欠損した IFN-γKO マウス由来の LMNC では回復しなかった。LMNC には、NKT
細胞だけでなく、NK 細胞や T 細胞、B 細胞が含まれており、これらの細胞も NKT
細胞と同様に IFN-γ を産生する。しかし、図 5 で示したように、Jα18KO マウス由来
の LMNC (NK 細胞、T 細胞からの IFN-γ 産生能を有する) では創傷治癒遅延が回復し
ないことや、Jα18KO マウスでは早期の IFN-γ 産生が低いことから、NKT 細胞から産
生される IFN-γが創傷治癒促進に関与すると考える。しかし、Jα18KOマウスでは iNKT
細胞が欠損することにより、LMNC 中のリンパ球分布が変化している可能性が考えら
れる。LMNC 中に存在するリンパ球である NK 細胞は創傷治癒を制御すること 15)、
CD4 陽性、CD8 陽性 T 細胞は創傷治癒に関与しないことや 13)、B 細胞、γδT 細胞は創
傷治癒を促進することが報告されているが 14), 16-20)、これらの細胞が創傷治癒を遅延さ
せている可能性を否定することは難しい。今後は、セルソーターや磁気細胞分離法を
用いて分離した iNKT 細胞単独の移入や iNKT 細胞を除去した WT マウス由来 LMNC
を Jα18KO マウスに移入することによりこの点を明確にする必要がある。 
また、治癒過程の増殖期 (3 日目) における IFN-γ 発現が WT マウスに比べ、Jα18KO
マウスで有意に増加しており、IFN-γ の役割が創傷治癒過程の早期と後期で異なる可
能性が考えられた。IFN-γ は早期ではマクロファージの貪食能や VEGF 産生を増加さ
せることにより創傷治癒を促進するが、後期では TGF-β 産生を抑制し、創傷治癒を阻
害する可能性が考えられた。従って、治癒過程の増殖期 (3 日目) にみられた Jα18KO
マウスの急激な IFN-γ 産生の増加は、コラーゲン合成や創部破断強度の低下を誘導し
たと考える。しかし、本研究で得られた IFN-γ の知見は、Ishida らの報告 43)とは相反




や TNF-α など様々なサイトカインを産生することが知れている 44)。そのため、IFN-γ
以外のサイトカインが創傷治癒促進に関与している可能性、もしくは IFN-γ と他のサ
イトカインが協調して働く可能性が考えられる。IFN-γ は IL-1α、IL-1β や TNF-α と協
調し、in vitro 刺激において線維芽細胞からの VEGF や HGF 産生を促進することも報
告されているため 45), 46)、今後、他のサイトカインとのバランスなども含めて解析し
ていく。 
今回私は、iNKT 細胞欠損の影響に加え、iNKT 細胞を活性化させる α-GalCer 投与
による創傷治癒過程への影響についても解析を行った。α-GalCer 投与により、創閉鎖、
コラーゲン合成、CD31 陽性細胞、IFN-γ 産生を促進した。しかし、TGF-β1、VEGF
産生、α-SMA 陽性細胞数は α-GalCer 投与による変化を認めなかった。これまでに、
IFN-γ が TGF-β 産生、筋線線維芽細胞分化の抑制に作用することが明らかになってお




は促進に働くと報告されている 8-12)。緑膿菌肺感染モデルでは α-GalCer 投与により、
好中球集積低下および IFN-γ産生によるマクロファージの貪食能増強が報告されてい
る 52)。さらに、肝炎モデルでは α-GalCer 投与により産生された IFN-γ が好中球のアポ
トーシスを促進することが報告されている 53)。これらの報告より、創傷治癒過程にお





進に関与したと考える。また、IFN-γKO マウスへの α-GalCer 投与では創閉鎖の促進
効果を認めなかったことから、α-GalCer による創傷治癒促進には IFN-γ の重要性が示
唆されるが、0.2%DMSO を投与した WT マウスと IFN-γKO マウス間に有意な差は認
められなかった。このことは創傷治癒過程において IFN-γ が重要ではない可能性を示
唆するが、前述の通り、創傷治癒過程における IFN-γ の役割は、プラスとマイナスの












する iNKT 細胞を直接的に活性化し、皮膚創傷治癒を促進した可能性が考えられる。 
皮膚創傷治癒に関する NKT 細胞の役割に関する研究は、WT マウスに比べ、Jα18KO
マウス、CD1dKO マウスや抗 CD1d 抗体投与マウスで創閉鎖、コラーゲン合成、TGF-β





た。この結果の相違は、マウスのストレインの違い (本研究では C57BL/6 マウス、
Schneider らは BALB/c マウスを用いている) や創部の環境 (本研究では閉鎖創、
Schneider らは開放創) によるものと考える。一般的に BALB/c マウスは Th2 反応が優
位なマウスであり、逆に、C57BL/6 マウスは Th1 反応が優位なマウスである 56-58)。さ
らに、2015 年に Benoit らは、肺への緑膿菌感染時に、C57BL/6 由来の CD1dKO マウ
スと BALB/c 由来の CD1d KO マウスでは産生するサイトカインが異なることを報告
している 59)。これらの報告からも、同じ Jα18KO マウスに創を作成した場合において
も、ストレインの違いにより、免疫反応が異なり、この相反する結果になった可能性
がある。また、Schneider らは、Jα18KO マウスのみならず、CD1d KO マウスも用い、
創傷治癒への影響を解析している。NKT 細胞は大きく、iNKT 細胞と Type II NKT 細
胞に分類される 60), 61)。Jα18KO マウスは iNKT 細胞のみを欠損したマウスであり 29)、
CD1d KO マウスは iNKT 細胞と Type II NKT 細胞両方を欠損したマウスである 62), 63)。
iNKT 細胞と Type II NKT 細胞の違いは、iNKT 細胞が α-GalCer や内因性抗原 iGb3 に
より活性化するのに対し 50), 64)、Type II NKT 細胞は中枢神経系に多く含まれる内因性
抗原 Sulfatide を認識し、活性化することが挙げられる 65), 66)。また、iNKT 細胞は、創
部感染の原因菌 として知ら れる 緑膿菌 などの LPS のような PAMPs 
(Pathogen-associated motecular patterns ; 病原体関連分子パターンズ) や死細胞から放
出される high mobility group box-1 のような DAMPs (Damage-associated molecular 





や α-GalCer 投与の影響を解析した iNKT 細胞に特化した研究であるが、Schneider ら
は Type II NKT 細胞の影響も含め解析を行っている。より詳細なメカニズムを明らか
にするために、創傷治癒過程における iNKT 細胞と Type II NKT 細胞のそれぞれの役
割についても検討が必要である。また、創作成後 iNKT 細胞が活性化し、IFN-γ を産
生する機序については、本研究では明らかに出来ていないが、創作成後の内因性抗原 
(iGb3) 動態および、創作成後の DMAPs 特に、創傷治癒を促進することが既に報告さ
れている high mobility group box-170) が、創部における iNKT 細胞活性化に関与する可
能性にも注目し、今後さらに解析が必要である。 
本研究の限界として、NKT 細胞を NK1.1 と CD3 で検出している点、WT マウスで
の早期の IFN-γ 産生細胞を同定していない点、集積した NKT 細胞のソースが不明な
点が挙げられる。フローサイトメトリーを用いて iNKT 細胞のみを検出するためには、
α-GalCer/CD1d tetramer と CD3 (または TCRβ) の組み合わせで染色しなくてはならな
いが、本研究では NK1.1 と CD3 で染色しているため、Type II NKT 細胞も含めた解析
となっている。NK1.1 と CD3 の組み合わせでは、iNKT 細胞を欠損した Jα18KO マウ
スの LMNC においても 5~10%程度 NKT 細胞が検出されることが報告されている 
(Type II NKT 細胞が 5~10%存在している) 71, 72)。そのため、本研究で皮膚に集積した
iNKT 細胞の割合、実数を正確には明らかに出来ていない。また、WT マウスでの受
傷後早期の IFN-γ の産生細胞は Jα18KO マウスでは早期の産生がみられなかったこと

































た最初の報告である。本研究結果から、iNKT 細胞が TGF-β や VEGF 産生誘導を介し
て、創閉鎖、コラーゲン合成、筋線維芽細胞分化、血管新生を促進し、このメカニズ
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図 1.本研究と Schneider らの研究との相違点および創部破断強度摘出法 
(A) 本研究と Schneider らの研究との相違点、実施する項目を示す。(B) 創部破断強度
を測定する際のサンプル作成法を模式図として示す。 
 
図 2. 創部への NKT 細胞集積 
 創部から白血球を採取し、NKT 細胞数を各タイムポイントで解析した。(A)正常皮
膚組織(unwounded)と創作成 3日後のドットプロットを示す。 (B)創部に集積したNKT
細胞数を示す。NKT 細胞は NK1.1 陽性 CD3 陽性細胞とした(n=5)。*, p < 0.05。
(unwounded と比較) 
 
図 3. Jα18 遺伝子欠損の創傷治癒への影響 
WT マウスおよび Jα18KO マウスの背部に全層欠損層を作成し、(A)肉眼所見、(B)
創閉鎖率を創作成 3、5、7、10 日目に解析した(n=18-24)。(C)創作成 5、7 日目の皮膚
病理像を示す。(D)肉芽の厚さ、(E)再上皮化率の創作成後の経時的変化を示す(n=9)。
結果は平均(mean) ± 標準偏差(SD)で表している。 *, p < 0.05。▲;創端部、↑;表皮伸展
部、↕肉芽の厚さ 
 
図 4. Jα18 遺伝子欠損のコラーゲン合成、筋線維芽細胞分化、血管新生への影響 






3 日目の α-SMA の免疫組織染色、陽性細胞数を示す(n=9)。↑;α-SMA 陽性細胞 (E)創
作成 3 日目の CD31 の免疫組織染色、陽性細胞数を示す(n=9)。↑;CD31 陽性細胞 
結果は平均(mean) ± 標準偏差(SD)で表している。 *, p < 0.05。 
図 5. Jα18 遺伝子欠損の TGF-β1、VEGF 産生への影響 
(A)正常皮膚組織、創作成 1、2、3 日目の創部ホモジネート上清中 TGF-β1 産生量を
測定した(n=5)。正常皮膚組織、創作成 1、2、3 日目の創部ホモジネート上清中 VEGF
産生量を測定した(n=5)。結果は平均(mean) ± 標準偏差(SD)で表している。 *, p < 0.05。 
 
図 6. LMNC 移入の創傷治癒への影響 
Jα18KO マウスに創作成 1 日前に WT マウスか Jα18KO マウス由来の LMNC(1×106/ 
mouse)を細胞移入した。(A)創閉鎖率(n=18)、(B)α-SMA 陽性細胞数(n=9)、(C)CD31 陽
性細胞数(n=9)を創作成 3 日目に解析した。結果は平均(mean) ± 標準偏差(SD)で表し
ている。 *, p < 0.05。 
 
図 7. Jα18遺伝子欠損の IFN-γ産生への影響および iNKT細胞由来の IFN-γが創傷
治癒過程に及ぼす影響 
 (A)WT マウスと Jα18KO マウスの創作成後の IFN-γ mRNA 発現を Real-time PCR 法
を用いて解析した(n=6)。(B)創作成 3 日目の Jα18KO マウスにおける創部 NK 細胞、T
細胞、好中球細胞内 IFN-γ 産生を示す。カットオフラインは抗 IFN-γ 抗体のアイソタ
イプコントロールを基準に決定した。次に、Jα18KO マウスに創作成 1 日前に WT マ




(n=18)、(D)α-SMA 陽性細胞数(n=9)、(E)CD31 陽性細胞数(n=9)を創作成 3 日目に解析
した。結果は平均(mean) ± 標準偏差(SD)で表している。 *, p < 0.05。 
 
図 8. α-GalCer 投与が創傷治癒過程に与える影響 
 WT マウスに創作成 1 日前に α-GlaCer(2 μg/ mouse)か 0.2%DMSO を腹腔内投与し、
創傷治癒過程を検討した。(A)創作成 3、5 日目の創閉鎖率(n=18)、(B)創作成 3 日目の
創部ハイドロキシプロリン量(n=18)を測定した。(C)創作成 1、2、3 日目の創部ホモジ
ネート上清中 TGF-β1 産生量を ELISA 法で測定した(n=5)。(D)α-SMA 陽性細胞数、
(E)CD31 陽性細胞数(n=9)を創作成 3 日目に解析した。(F)創作成 1、2、3 日目の創部
ホモジネート上清中 VEGF 産生量を ELISA 法で測定した(n=5)。(G)創部 IFN-γ mRNA
発現を Real-time PCR 法で解析した(n=6)。(H)WT マウスと IFN-γKO マウスに
α-GlaCer(2 μg/ mouse)か 0.2%DMSO を腹腔内投与し、創作成 3 日目の創閉鎖率を算出
した(n=18)。結果は平均(mean) ± 標準偏差(SD)で表している。 *, p < 0.05。 
 
図 9. 創傷治癒過程における iNKT 細胞の影響に関する模式図 
 本研究で得られた結果 (赤字) および Barrientos4)、Lucas31)らの報告 (黒字) をもと
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